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論 文 内 容 要 旨
1.緒言
クロー ン技術 とは,核 移植 により遺伝的に同一な複数の個体を生産する技術
で,ド ナー細胞 として初期胚の割球を用いる受精卵クローンと体細胞 を用いる
体細胞 クロー ンの二つに大別 される。前者のクローン個体は産業動物では優良
な家畜を増産す ることを主な 目的 とし,1986年にWilladsenがヒツジの8～16
細胞期胚の割球 を除核 した成熟卵子に核移植することで作出することに成功 し
た。一方,体 細胞クローン個体の作出は長い間哺乳動物では困難 とされていた
が,1997年にWilmutらが ヒツジの乳腺細胞の核を核移植 して"ド リー"の 作
出を報告 した。 この報告は乳腺細胞にヒ トの治療を目的とした物質の遺伝子を
組み込み,動 物工場の機能をもつ遺伝子改変動物を開発することを構想 したも
のであ り,体 細胞 クローン技術が基礎研究のみな らず,医 療の分野などで社会
に貢献す る可能性を示す ものであった。 しか しなが ら,ド リーの誕生以降,こ
れまでに様々な哺乳動物種で体細胞クローン動物が作出 されたものの,い ずれ
においてもその出生率は低 く,ま た,産 まれた産子の出生直後死や先天性奇形
が高頻度 に観 察 され,こ の低い生産性が遺伝子改変動物 を用いた構想の実現に
おける大 きな障害 となっている。こうした体細胞クロー ンの異常の原因は現在
で も解明され ていないが,体 細胞 クローン技術は核移植操作単独の技術ではな
く,レ シピエン ト卵母細胞 の成熟培養,ド ナー細胞の調整,核 移植,活 性化処
理,胚 の発生培養,仮 親の発情同期化,胚 移植,妊 娠仮親の管理 と分娩 と,一
連の過程からなる総合的な技術であ り,これ らの技術一つ一つを確立すること
が最終的なクローン動物の効率的な作出に不可欠である。
ブタにおける体細胞 クローン技術は,ブ タがヒ トに近い特性(体 サイズ、
代謝、食性 など)を もつ ことか ら,ヒ トへの外挿を目的 としたモデル動物の開
発,あ るいは異種移植 を目的 とした臓器生産ブタを作出す る方法 として注 目さ
れている。 しかしなが ら,ブ タの場合,産 子を得るための基盤 となる繁殖技術
の確立がマ ウスや ウシな ど他 の動物種 と比べ立ち遅れていることが大きな問題






















体細胞 クローン胚が個体発生す るためには,分 化 した核の情報が レシピエン
ト卵細胞質内で初期化 され個体発生へのプロセスに再プ ログラム され る必要が
ある。この正確な機構にっいては未だ解明 されていないが,レ シピエ ン ト卵子
には第二減数分裂中期(MH:)へ成熟 した卵子を用いることが不可欠であること
か ら,卵細胞質中には高い卵成熟促進因子(MaturationPromotingFactor,MPF)





























供試ブタとして,ク ラ ウン系(8ヶ 月齢),中国系小型ブタ(6～9ヶ 月齢),
メキシカンヘアレス(5～10ケ月齢)お よび三元交雑種(ク ラウン系×中国系X
ゲッチ ンゲン系)(4.5～9.5ヶ月齢)と 対照として家畜ブタ(6ヶ 月齢)を 用い
た。ホルモン投与法 として,低 単位投与法Aで は1日 目にPMSG2001U+hCG100
1Uを投与 し,4日目にhCG1001Uを投与 した。低単位投与法Bで は1日 目にPMSG
3001U+hCG1501U,4日目にhCGl501Uを投与 した。高単位投与法では1日 目
にPMSG15001U,4日目にhCG7501Uを投与 した。最終ホルモン投与後40～48
時間に麻酔下で供試ブタを開腹 し,卵 巣の所見を観察 した。
その結果,低 単位投与法Aで 最 も高い発情誘起率が得 られ,推 定排卵卵胞数
も他の群 と比べ有意に高かった(表2)。一方,通 常家畜ブタで用いられている高
単位投与法では卵胞 の う腫などの異常卵胞が観察された(図4)。本章の結果か ら,










の前 日まで3同 間核移植 を行い,ク ローン胚を作出した。胚移植 日に排卵が始






の仮親へ移植 したが,妊 娠個体は得 られなかった(表3)。一方,胚 移植試験 艮で
は計756(卵割胚数398個を含む)の クローン胚 を4頭 の仮親 に移植 した結果,
1頭が妊娠 し,正常な妊娠期聞を経て1頭 の正常なミニブタクローン産子が誕生





科学研究で求められている遺伝子改変 ミニブタの開発を 目的 とした実験を行 い,
その可能性を検索 した。
5.1GFP遺伝子導入 トランスジェニックミニブタの開発







最近,肝 障害免疫不全マウスにヒ ト肝細胞を移植す ることによりヒ ト肝細胞
を持つキメラマ ウスが開発 されている。ブタでも同様のモデルが確立 されれば,
よ りヒ トに近い前臨床モデル としての利用が可能であり,さ らにヒ ト肝組織 を
生産す る動物工場としての利用も構想 される。そこで本節では,あ らか じめ導
入遺伝子が目的の臓器で機能す るかを検索す るために,マ ウスアルブ ミンプロ
モーターがブタ肝臓において特異的に遺伝子発現を誘導する可能性 をGene-gun
システムを用いて'η伽0に おける評価 を行 った。その結果,CMVプ ロモーター
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がブタ肝臓 と膀胱粘膜の両方で強いルシフェラーゼ活性を示 したのに対 し,マ
ウスアルブ ミンプロモーターはブタ肝臓でのみ活性 を示 した(表6お よび図8)。
これ らの結果,マ ウスアルブミンプロモーターがブタ肝臓においても特異的に
活性化することがわか り,ト ランスジェニ ックブタを作出す る前のプロモータ
ーの評価 にGene-gunシステムが有効であることが示 された。























































































































































































































































































































































































































































論 文 審 査 結 果 要 旨
ブタにおける体細胞クロー ン技術は,ブ タがヒトに近い特性(体 サイズ,代 謝,食 性など)を もつ
ことか ら,ヒ トの疾患モデル動物の開発,あ るいはヒトへの異種移植を目的 とした臓器生産用 ミニブ
タを作出す る方法 として注 目されている。本研究では,ミ ニブタ体細胞クローン産子作出技術の確立
を目的とした実験を行い,以 下の研究成果を得た。第1に,高 い発生能を有する ミニブタクローン胚
の作出系を確立することを目的として,MPF活性の変動に焦点をあて,良 質な レシピエン ト卵子を得
るための体外成熟培養条件 を検索 した。その結果,核 移植操作がMPF活性 を低下させる一因 となる
こと,また通常体外受精な どに適用 されるよりも体外成熟時間の短い成熟後早期の卵子をレシピエン
ト卵子 として用いると核移植後も高いMPF活性 レベルが維持 され,正 確な ドナー細胞核の再構築が
起こることを明らかに した。第2に,ミ ニブタクローン胚を移植する仮親にミニブタを選択 し,安定
的に仮親 ミニブタを発情同期化 させ る条件を確立するために,ホ ルモン投与によるミニブタの発情誘
起を行った。その結果,低 単位のPMSG2001UとhCG1001Uを同時に投与する方法が,高い発情誘起
率を示 し,多 くの排卵 を誘起することが分かった。第3に,本 研究において確立 した方法をもとにミ
ニブタクローン産子の作出を目的として,作 出した ミニブタクローン胚 が仮親の体内で個体 まで発生
するかを検証 した。本研究では,仮親の妊娠維持 を目的とした単為発生胚を同時移植す る方法を試み,
正常なミニブタクローン産子を作出す ることに成功 した。第4に,GFPトランスジェニックミニブタ
と肝障害 トランスジェニックミニブタの2種 類の遺伝子改変 ミニブタの開発を目指 した実験を行い,
その可能性を検索 した。GFPトランスジェニ ックミニブタに関する研究では,作出したGFP発現クロー
ン胚 が体外で通常のクローン胚 と同程度の発生能力を有 していることを示 した。また,肝 障害 トラン
スジェニックミニブタに関する研究では,Genegunsystemを利用 して,invivoにおいて肝臓特異的プロ
モーターの評価を行い,導入遺伝子が ミニブタの肝臓で特異的に発現する可能性を示した。
本研究は応用動物科学において高 く評価 される。よって博士(農 学)の 学位 を授与できるものと判
定 した。
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